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@ Mikrofiltrationsfilterschicht sowie deren Verwendung 

(57) Die Erfindung betrifft eine Mikrofiltrationsfilterschicht 
zur Abtrennung von Endotoxinen aus flussigen Medien, 
insbesondere Wasser, Proteinlosungen oder Parentera- 
Iten, die durch kovalent gebundene Liganden fur Endoto- 
xine, wobei die Liganden von etnem Polynneren getragen 
werden, das auf dem Filterschichtmaterial aufgebracht 
ist, gekennzeichnet ist. 



o 
r> 

o 
o 



LU 
Q 



1 

Beschreibung 



DE 197 40 770 A 1 



Die Erfindung beiriiTt cine Mikrofiltrarionsfilterschicht 
zur Abirennung von F.ndoioxinen aus flussigen Meriien so 
wie die Verwendung dieser MikrofiltrationshMierschicht. 

Endoioxinc sind Lipopolysaccharide aus der auReren 
ZellfiUerschicht Grani-negativer Bakierien, die als Pyrogene 
wirken. Auigrund der Allgcgenwartigkeii von Bakierien 
sind auch Hndoioxinc ubiquiiar. Sie konnen im Gegensarz 
zu Bakterien jedoch nicht durch Standard-Met node n wic 
Sterilfiltrieren oder Auioklavieren entfernt bzw. unschadlich 
geniachi wcrden (1). Aus dieseni Grund isi sieril nichi 
gleichbedeuiend mil endotoxin-frei. Besonders kritisch isr 
die Anwescnhcir von Endoioxinen in Injektions- bzw. Infu- 
sionslosungen (Parenieraiia), da sie intravenos applizien. be- 
reiis in Mengen von 1 ng pro kg Kbrpergewicht fiebererre- 
gend wirken. Die Symptomatik reicht bei entsprechend ho- 
hcr Dosicrung (z. B. durch groBvolumigc Parenieraiia) bis 
zu schwerem Schock und Tod (2, 3)). Daher schreiben fasr. 
alle pHannacopoen neben der Keinifreiheit. srrenge Endoto- 
xin-Hochsrwene vor: z. B. 0,2 EU pro mg ChlorampHenicol 
zur Injektion oder nur 0,003 EU pro Heparin-Unir (4). Die 
Erfiillung dieser Fordcrungen bereiiet in der Praxis einige 
Schwierigkeiten. Insbesondere die Produktion biologischer 
Arzneimiuel kann nichi in alien Schriiien endoioxinfrei er- 
folgen. Als Endotoxin-Quellen kommen hauptsachlich in 
Frage: 



den gewunschten Erfolg: Bisher beschriebene Affinitatssor- 
bentien mil His, Him, PMB als Liganden erwiesen sich trotz 
hoher bis sehr hoher Assoziationskonstamen bei hohen En- 
doioxin-Fingangskonzcntrationen als nicht. geeignet (9). 
5 Ferner wurde in Gegenwan von ProieinerTkonkurricrende 
Proieinadsorption beobachtet, die zu verringenen Endoto- 
xin-Abreicherungsraten und teilweise hohen Proteinverlu- 
sten flihne (insbesondere bei sauren Proteinen wie BSA). 

10 Literatur 



- RohstofYe wie Plasma oder Gewebc. die bereits Bak- 
terien-koniaminiert sein konnen. 

- Bei rekonibinanien Produklen isi init dem Eintrag 
von Hosi-spezifischen Endotoxinen zu rechncn. 

- Bakterielie Kontamination von Geraten, Fittern oder 
Hi Ifsst often wall rend der Herstellung. 

Die fur thermostabile WirkstotTe ubliche Hitzedekonta- 
niinaiion (30 Minuten bei 250°C) isi fur die Praparaie 
ebenso wenig geeignet wie Behandlung init Sauren, Laugen 
oder stark oxidierenden Agenzien (H 2 0:) ( 1 ). 

Beim Einsatz von Aktivkohlc sind haufig mcrkliche Pro- 
duktverluste zu verzeichnen, so daG ihre Anwendung auf die 
Wasseraufbereitung beschrankt bleibi (5, 6). 

Die Ultrafiltration hat als sehr schonende Methode groGe 
Popuiaritat auf dem Gebiet der Endoioxin-Emfernung er- 
langt. Hierbei wird i.a. tnit cut-offs von 10 000 oder 5000 
gearbeitet, uiii auch monomere Bestandteile (MW ca. 
14000) wirkungsvoll abzutrennen.dic neben hochmoiekula- 
ren Aggregates (bis zu ntehreren Millionen Molekularge- 
wicht) vorliegcn. Trotzdem Lreten immer wieder Probleme 
mil niedemtolekularen Spaltstucken auf. die ebenfalls pyro- 
gen wirken (z. B. Lipid A). Das betriffr vor allem die Ha'mo- 
dialyse: Obwohl die Dialysepuffer ultrafiltriert werden, ent- 
wickeln z. B. in den USA jahriich 400 000 Hamodialyse-Pa- 
tienten septische Symptome (7), - Die Notwendigkeit der 
kleinen eul-offs beschrankt die Anwendung der Ultrafiltra- 
tion zudem auf die Dekontaminierung niedermolekularer 
Subslanzen (8). 

Im Fall von hochmolekularen Produklen wie pHarmapro- 
teinen. Albumin-Praparaten oder Heparin exisderen nach 
wie vor groBe Schwierigkeiten: Treten in diesen Priiparaten 
Fndotoxin-Verunreinigungen auf, bleibt gegenwartig nur die 
Moglichkeit des Reprozessierens, urn den Vorschriften von 
FDA, USP oder EP gcrechi zu werden. 

Urn dieses aufwendige Verfahren zu venneiden. das Pro- 
dukt abcr trotzdem seiner Bcstininiung zuzufuhrcn. wurde 
die Moglichkeit gepruft, verseuchte Produkte iiber chroma- 
tograpHische Sorbenticn mil endotoxin-spezifischen Ligan- 
den selektiv zu dekontaminiercn. Auch dies brachte nicht 
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Dieser Stand der Tcchnik iaOt sich erfindungsgemaB 
durch eine Mikrofiltrationsfilterschicht zur Abtrennung von 
Endotoxinen aus fliissigen Medien. insbesondere Wasser. 
Proteinlosungen oder Parenteralien verbessern. wobei die 

45 Mikrofiltrationsfilterschicht durch kovaleni gebundene Li- 
ganden fur Endoioxine gekennzeichnet. ist, wobei die Ligan- 
den von einem Polymeren getragen werden, das auf der Fil- 
tersehicht autgebracht ist. 

Zur Filterschichttechnologie und auch Filterschichther- 

50 stellung kann auf C. Dickenson, Filters and Filtration Hand- 
book. Flsevier Science Publishers, Oxford 1992. sowie Ho 
& Sirkar (Herausgeber), Membrane Handbook, Verlag van 
Nostrand Rcinhold, New York. 1992. verwiesen werden. 
Insbesondere kann es sich bei den Filterschichtmateriaiien 

55 umTiefenfilter handeln. 

Bei den kovaleni gebundenen Liganden kann es sich urn 

(a) einen endotoxin-spezifischen Liganden. vorzugs- 
weise Histatnin. Hisiidin. Polyethylenimin. Poly-L-Ty- 

60 sin oder Polymyxin B und/oder 

(b) einen per se nicht-endotoxin-spezifischen Ligan- 
den handeln, vorzugsweise Diaminohexan. Dicthyla- 
minoethvl oder Dcsoxvcholat. 



65 Bei dem Filicrschichtmatcrial fur die crfindungsgcmaBc 
Mikrofiltrationsfilterschicht kann es sich um Polysaccha- 
ride, z. B. Zellulose. insbesondere regeneriertc und mikro- 
kristalline Zellulose und -derivate, insbesondere Zellulose- 
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aceiat. Agarose und -derivaie. quervcrnetztes Dextran und - 
dcrivate. Chitosan unu -derivaie, 

Synthetische organischc Pol vine re. z. B. Polyaerylniiril, Po- 
lysulfon. Poly a mid. inshcsonderc Nylon. Polyvinyialkohol. 
Polyethylenvinylalkohol. Polystyrol und Polyacrylaie sowie 5 
deren Dcrivate, 

Anorganische M at cri alien, z. B. Kiesclgel. Glas und kera- 
mische Tracer sowie deren Derivaie handeln. 

Die Mai eri alien konnen laser forntig oder panikular, 
spflarisch oder unregelmaftig geformt mil porosem oder un- io 
porosem Aufbau vorkomnien. wie sic beispielsweise fur 
chromaiograpHische Tracer zum Einsatz konimen: ebenso 
konnen Teile andercr Strukiuren eingesetzi werden. wie 
z. B. Bruchstuckc oder speziell zugeschnittene Hohlfaser- 
niembranen. gebrochenc Partikel oder Perlen. Vorzugsweise 15 
solli.en die Maierialien wasserunloslich sein. 

Die Gro'Ge der Grundsiofte wird so gcwahlt, daB die her- 
zustcllcndc Struktur in der Schichi cincn Porcndurchmcsscr 
aufweist. wie er fur die Mikrofiltration gcbrauchlich isL, ins- 
besondere zwischen 0.1 und 10 pm. 20 

Bei dent Polynieren. das auf die erfindungsgemaBe Mi- 
krofiliraiionsfilterschichi aufgebracht ist, kann es sich urn 
ein hydropHiles Polymcre handeln, insbesondere urn Dex- 
tran, Polyvinyialkohol oder modifizierte Zellulose, vorzugs- 
weise Hydrox veiny Izellu lose. 25 

Dieses hydropHilc Polymere kann fur sich wasserldslich, 
in Wasser quelibar oder wasserunloslich sein. 

Das Pol vine re kann von der erfindungsgemalten Mikrofil- 
trat.ionsnlterschicht mil Hilfe eines Spacers geiragen wer- 
den. Auch die kovalem gebundenen Liganden konnen von 30 
einem Spacer getragen werden. Bei diesen Spacern kann es 
sich uiu Spacer handeln, die sich von Bisoxiran, Glutardial- 
dehyd, Epihalogenhydrin oder Diisocyanat lierleiten, gege- 
benenfalls nach oxidaiiver Aktivierung. 

Zur Aktivicrungs- und Inuuobilisicrungschemie. die auch 35 
auf endotoxin-spezifische Liganden und Spacer eingeht. sei 
beispielsweise auf Hcnnanson. Mallia & Smith, Immobili- 
zed Affinity Ligand Techniques, Academic Press Inc., San 
Diego, 1992, verwiesen. 

ErfindungsgeniaB werden also Mikrofi It rations filler- 40 
schichten vorgesehen. die in geeigneier Weise oberflachen- 
modifiziert sind und aus Wasser und wiiSrigen Losungen 
(Puffer, Protein losungen) Endoioxine en t feme n. Die Ober- 
flachenmodifikation kann im Aufbringen eines bifunktionel- 
len kovalem gebundenen Spacers bestchen, der mit einem 45 
hydropHilen Polyiueren umgesetzt wird, wobei unspezifi- 
sche Wechselwirkungen der Filterschicht, speziell mit Pro- 
teinen, reduziert werden. Das kovalem gebundene hydro- 
pHilc Polymcre kann mit endotoxin-speziftschen Liganden 
umgesetzt werden, gegebenenfalls Liber einen weiteren Spa- 50 
cer. Zum Prinzip der Oberflachenniodifikation der Filter- 
schicht vergleiche man Fig. 1. 

Der Endoioxin-Abreicherungserfolg kann sich in Gegen- 
wart von Proteinen als abhiingig von der Nettoladung der 
Proteine erweisen. Durch Optintierung der Bedingungen 55 
(pH-Wert) konnen saure Proteine (wie BSA und Maus-TgG 
1) vollstandig dekoniaminiert werden, und zwar ohne nen- 
nenswerte Verluste an Protein. Im Fall basischer Proteine 
(wie beispielsweise Lysozyni und bF(iF) lassen sich eben- 
falls hohe Abrcicherungen erzielen. 60 

Polynter-gecoatcte erfindungsgemaBe Mikrofiltrationsfil- 
terschichten mit kovalent gebundenen endotoxin-spezifi- 
schen Liganden konnen Endoioxine in einem Durehgang 
entfernen, und zwar auch aus hochbelastctcn Losungen 
(6000 EUmr 1 ). 65 

Vom Prinzip her sind die Filterschichten entsprechend 
Fig. 1. aufgebaut. Zuniichst wird uber einen Spacer ein hv- 
dropHiles Polymer aufgebracht, das dann weitcr, ggf. uber 
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einen Spacer, mit endoioxin-spezifischen Liganden umge- 
setzt wird. Als Filtcrschichtmatcrialien komnien insbeson- 
dere in Fragc: 

- Polysaccharide, wie 

- Zellulose. insbesondere regenerierte und mikrokri- 
stalline Zellulose und -derivaie, insbesondere Zellulo- 
seacetai, 

- Agarose und -derivaie, quervernetztes Dextran und - 
derivaie. 

- Chitosan und -derivatc, 

- Synthciischc organischc Polymcre. wie 

- Poiyacrylnitril sowie dessen Dcrivate 

- Polys ulfon sowie dessen Dcrivate 

- Polyamid. insbesondere Nylon, sowie dessen Deri- 
vale 

- Polyvinyialkohol sowie dessen Derivaie 

- Polycihylcnvinylaikohol sowie dessen Derivaie 

- Polystyrol sowie dessen Derivaie und 

- Poly aery late sowie deren Derivatc. 

- Anorganische Materi alien wie 

- Kieseigel sowie dessen Derivaie 

- Glas und 

- keramische Trager. 

Als Spacer eignen sich reakiive bifunktionale Verbindun- 
gen. Speziell geeignct sind: 

- Bisoxiran 

- Glutardialdehyd 

- Epihalogenhydrine 

- Diisocyanate 

Zur Aktivierung der bei Vcrwendung von Bisoxiran und 
Epihalogenhydrin emstchenden vicinalen Diolbindung kann 
ggf. Oxidation durch Periodai angewandi werden, wobei 
eine Aldehydgruppe entsteht. Der an die Filrerschicht ge- 
bundene Spacer wird weiter umgesetzt mit hydropHilen Po- 
lynieren. Als solche kommen bevorzugt in Frage: 

- Dexiran 

- Polyvinyialkohol (PVA) 

- Modifiziene Zellulosen. speziell Hydroxyethylzellu- 
lose (HEC j 

Die weitere Reaktion erfolgt entweder direkt mit deni en- 
dotoxinspezifischen Liganden oder wiederum uber die Ver- 
mittlung eines der oben angefulirten Spacer, ggf. nach des- 
sen oxidaiiver Akiivierung. Als endotoxin-spezifische Li- 
ganden wirken (s. Liste der Abkiirzungen): DAH. Him. His. 
PEL PLL. PMB. Auch die ublicherweise nicht endotoxin- 
spezifischen Liganden wie DEAE und DOC erwiesen sich 
in der Filterschichtkon figuration als hochspezifisch bei 
gieichzeitig hoher Wiederfindung der Proteine. 

Die Leistungsfahigkeil der entwickelien Filterschichten 
geht aus den angefuhrten Beispielen hervor. Die Endotoxin- 
Entfernung kann fast immer als vollstandig bezeichnet wer- 
den. Sie liegt in der Regel unter 1 EU nil" 1 , oft untedialb der 
Nachweisgrcnze mir dem LAL-Test. 

An KoniroUfilterschichten (Nylon ohne Modifikation und 
mit aufgebraehiem hydropHilen Polymer mit oder ohne 
Spacer) ohne endotoxin-spezifischen Liganden wurde keine 
Endotoxinabreicherung erhalten. 

Die neuen Filterschichten konnen eingesetzi werden zur 
Endotoxincntfcrnung aus Wasser und parcntcralia. Auch in 
Gegenwan von Proteinen werden gute Ergebnisse erzielt. 
Im Fall basischer Proteine ist allcrdings zu beriicksichtigen. 
da6 Wechselwirkungen der Proteine mil dem Endotoxin 
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aufrmen konnen, die zu einer endotoxischen Maskierung 
fiihren konnen, Proteingebundenes Endotoxin kann mit dem 
LAL-Test nichi eindeutig nachgewiesen werden. In dieseni 
Zusammenhang isi zu erwahnen. daB nichi enriguhig geklarr 
isi, ob proteingebundenes Endotoxin noch toxisch wirki. 

Die erfindungsgemaften Filterschichten konnen vielseitig 
angewandt wcrden. 

Medizinisch-pHarmazeutischer Bereich: 

- Hamodiaiysc. 

- Unbedenkliche Infusions- und Injektionslosungen 
(Parenieralia) 

- Sichere Diagnosiika (z. B. Antikdrper) 



In der Biotech nologie: 

- Herstellung von pHamiaprodukien. 

- Endotoxin-Abrcichcrung in ProzcB wasser und Roh- 
stoffen. 

- Dekontaminierung von Produkten (Aufwand fur 
Prozessierung entfallt) 



Methoden 

1. Herstellung der Fillerschichten 

An Mikrofihrationsfiherschichien werden hydropHile Po- 
lytnere, insbesonderc Dextran, Polyvinylalkohol und Hy- 
droxyethylzellulosc kovalcnr gebunden. Im nachsren Schritt 
werden an die aufgebrachten Poiymere endoioxin-spezifi- 
sche Liganden immobilisiert. Fig. 1 illustriert den Aufbau 
eines Filtersciiidumalerials auf der Basis von Nvlon. 

1.1. Coating einer Filterschicht am Beispiel von Dextran 

Mikrofikrarionsfilterschichten, z. B. auf der Basis von 
Nylon-Hohlfasern oder Zellulosefasern, werden zunachst 
mil Bisoxiran aktiviert: 

Solche Schichten auf der Basis von Nylon-Hohlfasern wer- 
den 16 Stunden bei 80°C in einer Reaktionslosung aus 1 ml 
25 niM Natriumcarbonai (pH 11), 1 ml Eihanof (96%-ig) 
und 9 nil Bisoxiran inkubiert (Fig. 2a). 

Solche Schichien auf der Basis von Zellulosefasern wer- 
den hierzu drei Sum-den bei Raumtemperatur in einer Mi- 
schung aus 100 nig Natriuniborhydrid in 15 ml 2 M Natron- 
lauge, 25 ml Wasser und 5 ml Bisoxiran geschuttclt. 

Jeweils beide Fillerschichten werden anschlieScnd nach 
grundlichem Waschen mil 5 ml einer 20-prozentigen Dex- 
tran 40 000-Losung (pH 11) 15 Minuten bei Raunitempera- 
tur inkubiert (s. Abb. 2b am Beispiel Nylon). AnschlieRend 
werden die Fillerschichten 14 Stundenbei 120°C getrock- 
net. Uni unspezifisch gebundenes Dextran zu entfernen, 
werden die Fillerschichten dreimal mit 0,1 M Natronlauge 
und dann dreimal mit Wasser gewaschen. 

Wie Fig. 3 zeigt, zeichnen sich die Filterschichten auf der 
Basis gecoateter Filterschichtmaterialien durch signifikanr 
geringere unspezifische Wechselwirkungen - ausgedruckt 
durch adsorbierte Menge Haptoglobin - aus. 

Aus der Fig. 3 geht auch hervor, daB mil. einem einfachen 
Dextran-coating nichi der gleiche Effekt erreicht werden 
kann wie mil PVA und HEC. Durch einen zweiten Layer 
kann eine weitere Verbesserung erzielt werden. wahrend ein 
driiter Layer nur noch geringfugige Auswirkungen hac. Dex- 
tran wurdc dahcr immcr als Doppcl-coating cingesctzt. 



1.2. Immobilisierung von endotoxin-spezifischen Liganden 

Die Liganden PLL, PMB und PEI werden entweder direkt 
an die Perjodai-akrivienen Coating-Polymere oder nach Tn- 
5 korporation eines Perjodat-oxidierbaren Spacers (Bisoxiran) 
immobilisiert. Das Vorgehen ist beispielhaft in Fig. 4 darge- 
stejlt. DEAE wird ohne Spacer direkt an die Matrices ge- 
koppelt, die anderen niedermolekularen Liganden wurden 
iiber Epibromhvdrin gebunden. 

10 

1.2.1. PEI-Immobilisierung iiber Bisoxiran 

Zur Aklivierung wcrden die mit hydropHilen Polymeren 
gecoateten Filterschichten drei Stunden bei Raumteinpera- 
15 tur in einer Mischung aus 100 mg Natriuniborhydrid. 5 ml 
Bisoxiran und 45 ml 1 M Natronlauge inkubiert' Nach Hy- 
droiyse des freicn Oxiranringes (30 Minuten Inkubation bei 
pH 2.5) und Pcrjodatoxidation des crhaitcnen vicinaicn 
Diols (90 Minuten Inkubation in 0.2 M Natriumperjodat) 
2") werden die Filterschichten zwei Stunden mil einer Losung 
von 0.5 g PEI (MW 50 000) in 0.1 M pHospHaipuffer, die 
auf pH 8 eingestellt wird bei Raumiemperatur umgesctzt. 
so daB sich der in Fig. 1 gezeigte Aufbau ergibi. Abschlie- 
Bend wird mit einer 1-molaren Natriumchlorid-Losung und 
25 Wasser gewaschen. 

1 .2.2. Histidin-Immobilisierung 

Histidin wird iiber DAH an Epibromhydrin-aktivierre ge- 
30 coateie Fillerschichten immobilisiert. Epibromhydrin-Akti- 
vierung wird wie fur Bisoxiran beschrieben durchgefuhrt. 
Immobilisierres DAH wird durch 8-niiniirigc Reakiion mir 
einer Mischung von 5 ml Epibromhvdrin und 5 ml 4 M Na- 
tronlauge bei 90 C C aktiviert und sofort bei 80°C mit L-Histi- 
3.s din umgesetzt (0.5 g L-Histidin in 20 ml Wasser, pH 12). 
Die tertige Filterschicht wird mil 1 M Natriumchlorid und 
Wasser gewaschen. 

Entsprechende Vorschriften werden angewandt fur das 
(.bating mit anderen Polymeren und die kovalenle Bindung 
40 mil den anderen endotoxin-spezifLschen Liganden. 

2. Weirere Merhode zur Herstellung der Filterschichten 

Als Alternative zu der unter 1. genannlen Methode kon- 
45 nen zuerst die Filterschichtmaterialien chemisch modifiziert 
und im AnschluB daran die Struktur der Filterschicht durch 
Anschwemmung der Fiiterschichtmaterialien auf einen ge- 
eigneten Grundkorper hergesiellt werden. 

Hierzu werden an die Filterschichtmaterialien hydropHile 
50 Poly me re. insbesonderc Dextran, Polyvinylalkohol und Hy- 
droxyerhylzellulose kovalent gebunden. Im nachsten Schritt 
werden an die aufgebrachten Polymere endotoxin-speziri- 
sche Liganden immobilisiert. Die Struktur an den Fiher- 
schichimaterialien wird ebenso durch Fig. 1 wiedergegeben. 
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2.1 Coating eines Filterschichtmaterials am Beispiel von Se- 
pHarosc 4B und Dextran 

SepHarose 4B wurde nach einer Vorschrift von Sundberg 
60 und Porath (J. Chromaiogr. 90, 1974, 87) mit Bisoxiran ak- 
tivien. In Abanderung zur Vorschrift wurde die Reaktions- 
dauer auf 2 Stunden reduziert. urn einen niinimalen Verlust 
an Oxirangruppen sicherzustellen. Hierzu wurden 40 ml ei- 
ner SepHarose 4B-Suspension mit 20 ml einer 0,5-molaren 
65 NaOH-Losung, 8 ml Bisoxiran und 40 mg Natriumborhy- 
drid in einem Kolben vereint und bei 40°C iiber einen Zeit- 
raum von 2 Stunden geschuttclt. AnschlicKend wurde die 
aktiviertc SepHarose abgcsaugt und rnehrmals mit Wasser 
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gewaschen. Das aktivierte Gel wurde mil dem gleichcn Vo- 
lumen einer Reaktionslosung vercint. die aus 20% Dextran 
mit einem mittlcren Molekulargcwichi von 40 000 und 
0.2% Natriumhornydrid in eineni 0.025-molarcn Carbonai- 
puffcr besiand und auf pH ! 1 eingestclh war. Diesc Losung 5 
wurdc 60 Minutcn bei Raumtemperalur geschiittelt. Die ge- 
coatete SepHarose wurde von der Dextranlosung durch Fil- 
tration getrennt und anschlietfend iiber eincn 2Leiirauni von 
24 Stunden bei 80°C inkubicrt. 

10 

2.2 Imniobilisierung von endotoxin-spezifiscben Ligandcn 

Die Ligandcn PLL. PMB und PFT wurden enrweder dircki 
an die Perjodat-aktivienen Coating-Poly mere oder nach In- 
korpo ration eines Perjodat-oxidierbaren Spacers (Bisoxiran) 15 
immobiiisiert, DEAB wurdc ohne Spacer direkt an die Ma- 
trices gekoppeli. die anderen niedennolekularen Ligandcn 
wurden ubcr Bpibromhydrin gebunden. 



Test untcrsucht. 



4. Endotoxiniest 



2.2.1 Irninobilisieruns von PEI iiber Bisoxiran 



20 



Die Akuvierung der Dextran-gecoateten SepHarose mil 
Bisoxiran erfolgte nach Sundberg und Porath, wie in 2.1 be- 
schrieben. Nach Hydrolyse des freicn Oxiranringes (30 Evli- 
nuien Inkubation bei pH 2,5) und Perjodaioxidaiion des er- 25 
haltenen vicinalen Diois (90 Minuten Inkubation in 0,2 M 
Natriumperjodat) wurden die Filterschichtniaicrialien zwei 
Stunden bei Raumtemperatur mit einer Losung verscizi. die 
auf pH 8 eingestellt und aus 0,5 g PET niit einem miuleren 
Molekulargewicht von 50 000 und 10 ml eines 0,1-niolaren 30 
pHospHat puffers zusammcngesetzt war. AbschlieGend 
wurde niit 1 M Nat riumchlorid- Losung und Wasser gewa- 
schen. Die Mischungsverhultnisse von Festkorper und Rc- 
akiionslosung wurden bei den einzelnen Reaktionen jeweils 
so gewahlt, dati eine schuttelbare Suspension en island. '35 

2.2.2. [mmobilisierune von Histidin 



Histidin wurdc iiber DAH an Epibronihydrin-akrivicrte 
gecoatcte Fiiterschichtrnaieriaiien inimobilisicn. Epibrom- 40 
hydrin-Akt.ivierung wurde wie fur Bisoxiran beschrieben 
durchgefiihrt. Immobiiisiert es DAH wurde durch 8-minu- 
tige Reaktion niit einer Mischung von 5 in! Epibromhydrin 
und 5 ml 4 M Naironlaugc bei 90°C aktiviert und sofort bei 
80°C mit. L-Histidin unigesetzt (0,5 g L-Histidin in 20 ml 45 
Wasser, pH 12). Das fenige Filierschichr.ntaterial wurde mit 
1 M Natriumchlorid und Wasser gewaschen, Auch hier wur- 
den die Mischungsverhaltnisse von Festkorper und Reakti- 
onslosungen so gewahlt, dafi schiittelbare Suspensionen ent- 
standen. 50 

Entsprechende Vorschriften werden angewandt fiir das 
Coating mit anderen Polymeren und anderen Fiiterschicht- 
rnaieriaiien sowie die kovaiente Bindung mit anderen endo- 
toxin-spezifischen Ligandcn. 
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3. Abreicherungsexperiniente 

Alle Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten von En- 
dotoxinen an den Filterschichten wurden bei Raumiempera- 
lur im Dead- end- Modus durchgefuhrt. 60 

Jc eine Filterschichtscheibe wurde am Boden einer Ultra- 
filtrationszelle (Filterschichrflache 13.4cm : ) fixiert und mit 
30% ethanolischer 0,1 M Naironlauge, 1,5 M Natriumchlo- 
rid-Losung und pyrogenfreieni Wasser gewaschen, um En- 
dot ox in-Spurcn zu entferncn. Nach Equilibricrung der Fil- 65 
terschicht wurden jeweils 20 ml kontaminierrer Losung mit 
einer FluBgeschwindigkeit von 2 ml/mi n durch die Filter- 
schicht ftltrieri. Das Filtrat wurde acsanmielt und im LAL- 



ZurEndotoxin-Quantifizierung in den Ausgangslosungen 
und Filtraten wurdc ein chromogener Limulus Amobozyt 
Lysat Test (LAL-Test) eingesctzt. Dieser Test beruht darauf. 
daB Endotoxin die Freisetzung des Chromogens p-Nitroani- 
lin induziert, wobei zwischen der freigesetzten Menge p-Ni- 
troanilin und der vorliegendcn Endotoxin-Konzentraiion im 
Bereich 0 bis 1,2 EU/ml ein linearer Zusammenhang be- 
stcht. Aus der pHoiometrischen p-Nitroanilin-Bestimmung 
kann mil Hilfe einer Kalibriergeraden (Standard-Endotoxin 
E. coli 0111 :B4) auf die Endoroxin-Konzentration der Pro- 
ben geschlossen werden. 

Der LAL-Test wurde in Europa 1985 von der Europai- 
schen Arzneibuch-Kommission zurPriifung auf Endoioxine 
cingefiihrt und crsctzr scit 1989 auch in der MonograpHic 
"Wasser fiir In jektionszwecke' 1 den Kaninchen-Test. 

Anwendungsbeispiele 

1. (Fig. 5) Abreicherung aus hochbelasteten Pufferld- 
sungen 

Feed: 20 ml 20 mM pHospHai puffer (pH 7) mil 6000 
EU/ml verse tzt 

Die mit -d gekennzeichneten Filterschichten stellen 
Filterschichten dan bei denen auf Inkorporation eines 
Spacers verzichtet wurde. 

2. (Fig. 6 bis 7) Abreicherung aus Endotoxin-angerei- 
cherten BSA-Losungen 

Feed: 20 ml 20 nuM pHospHat puffer (pH 4,66) mit 
1 mg/ml BSA und 6610 EU/ml versetzt 
Protein wiederfindung BSA 

3. (Fig. 8) Abreicherung aus Handels-BSA 

Feed: 20 ml 20 mM pHospHat puffer (pH 4, 66) mit 
1 mg/ml BSA 

Endoroxinkonzentration 65 EU/ml 

4. (Fig. 9 bis 10) Abreicherung aus Handels-Lysozym 
Feed: 20 ml 20 mM pHospHatpuffer (pH" 7) mit 
1 mg/ml Lysozym 

Endotoxinkonzentrarion 134 EU/ml 
Protein wiederfindung Lysozym 

5. (Fig. 1 1 bis 12 ) Abreicherung aus MAX 16 FT 5 
Feed: 20 ml 20 mM pHospHatpuffer (pM 5,5) mit 
3 mg/ml Protein 

Endoroxinkonzentration 62.5 EU/ml 
Protein wiederfindung IgG 

6. Abreicherung aus bereits aufgereinigrem bFGF 
Feed: 5 ml bFGF, das 9 EU/ml enthielt 

Es wurde das Abreicherungsverfahren einer PEI-Fiher- 
schicht untersuchi. Im Filtrat waren noch 0.202 EU/ml 
nachweisbar. 

7. Abreicherung aus Mi lli-Q- Wasser, das mit Endoto- 
xin versetzt wurde 

Feed: 1 t Wasser mit 270 EU/ml versetzt 

Zur Abreicherung wurden eine PEI- und eine DAHFIis- 

Filterschicht eineesetzt. 

PEI-Filtrat: < 0,015 EU/ml 

DAHHis-Fiitrat: 0,07 EU/ml 



Patcnianspruche 

1. Mi krofi It rat ionsfii terschicht zur Abtrcnnung von 
Endotoxinen aus flussigen Medicn, insbesondere Was- 
ser. Proteinlosungen oder Parenteralien. gekennzeich- 
net durch kovalent <>cbundene Liganden fiir Endoto- 
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xine, woboi die Ligandcn von eineni Polymercn getra- 
gen werden, das auf dent Filicrschicht.maieriai aufge- 
brachi ist. 

2. iMikroliltrationsfilicrschichi nach Anspruch K ge- 
kcnnzcichnei durch 5 

(a) einen endoioxin-spezifischen Liganden, vor- 
zugsweise Hist ami n, Histidin. Polyethylenimin, 
Poly-L-lysin Oder Polymyxin B und/oder 

(b) einen per se nicht-endoioxin-spezifischen Li- 
ganden, vorzugsweise Diaminohexan, Diethyla- 10 
minoethyl odcr Dcsoxyeholal. 

3. Mikrofiltraiionsfilterschichi nach Anspruch 1 oder 
2, gekennzeichnet durch Polysaccharide, z. B. Zellu- 
losc, insbesondere regenerierte und rnikrokrisialline 
Zellulose und -derivaic, insbesondere Zelluloseacetat, 15 
Agarose und -derivate, quervemetztes Dextran und - 
derivaic, Chiiosan und -derivaie, 

Synthetischc organischc Polymcrc, z. B. Polyacrylni- 

tril, Polysuifon, Poly amid, insbesondere Nylon, Poiy- 

vinylalkohol. Polyethylenvinylalkohol. Polysryrol und 20 

Poly aery iate sowie deren Deri vat e, 

Anorganische M at eri alien, z. B. Kieselgel, Glas und 

keramische Trager sowic deren Deri vat e als Fiher- 

schichtniatcrial. 

4. Mikrofiltrationsrilterschicht nach einem der vorher- 25 
gehenden Anspriiche . gekennzeichnet durch ein hydro- 
pHiles Polynieres, insbesondere Dextran, Polyvinylal- 
kohol oder modifizierte Zellulose. vorzugsweise Hy- 
droxyethylzellulosc. 

5. Mikrofiltrationsfilterschicht nach Anspruch 4, da- 30 
durch gekennzeichnet, daG das hydropHiie Polymere 
fiir sich wasscrloslich odcr wasserunlosiich ist. 

6. Mikrofiltrationsfilterschicht nach einem der vorher- 
gchenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daG das 
Polymere von der Fil terse hi cht. mit Hilfe eines Spacers is 
getragen wird. 

7. Mikroiilirationsfilterschicht nach Anspruch 6. ge- 
kennzeichnei durch einen sich von Bisoxiran, Giutar- 
dialdehyd, Kpihalogenhydrin oder Diisocyanat herlei- 
tenden Spacer. 40 

8. Miki'oriitrationsrtiterschicht nach einem der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Liganden von dent Polymeren mit Hi lie eines Spacers 
getragen werden. 

9. Mikroliltraiionsfilierschicht nach Anspruch 8, ge- 45 
kennzeichnet durch einen sich von Bisoxiran, Glutar- 
dialdehyd. Kpihalogenhydrin oder Diisocyanat herlei- 
tenden Spacer, gegebcnenfalls nach oxidaiiver Akiivie- 
rung. 

10. Verwendun^ einer Mikrofiltrationsfilterschicht ge- 50 
maB einem der vorhergehenden Anspriiche zum Ent- 
fernen von lindotoxinen aus flussigen Medien, insbe- 
sondere aus Wusscr, Proteinlosungen oder Parent era- 
lien. 

55 

Hier/u 9 Seite(n) Zeichnungen 



60 



65 



- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 40 770 A1 
B 01 D 69/02 

18. Marz 1999 



i: Schematised Aufbau einer gecoateten Filterschicht auf der Basis von Nylon als 



Fig. 

Filtersckichtmaterial 




Spacer 



Spacer 



Spacer 




Spacer I — 



Spacer V-LZ 



Spacer — CX 



Spacer 



Spacer — EX 
_ Spacer! — UK 



Nylon Coating-Polymer Liganden 
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Fig. 2: Aktivierung der Matrix an terminalen Stickstoffgruppen (a) und Koppiung 
eines Polymers ROH (b) 
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Fig. 3:; Unspezifische Proteinadsorption an verschiedenen Polymer- 
gecoateten Filterschichten 



8-f 




N66 PVA HEC DEX DEX/2 DEXJ3 
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Fig. 4: Aktivierung der gecoateten Filterschichtmaterialien an freien Hydroxylgruppen (a), 
Hydrolyse und Periodat-Spaltung (b), Kopplung von Stickstoff-Liganden (c). 
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Figur 5 
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Endotoxfn-ADreicheajng aus kontaminierten BSA-Losunaen 

Feed : 1 mg/ml BS A 6619 EU/ml in 20 mMPhn^ ^ 1 rn 



3.0- 




Figur 6 



Proteinwiederfindung bei pH 4,66 




Figur 7 
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Figur 9 
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